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ABC: Avidin- biotinylated peroxidase complex 
aCSF: Artificial cerebrospinal fluid 
AMPA: α- Amino-2, 3- dihydro-5- methyl- 3- oxo- 4- isoxazolepropanoic acid 
ANOVA: analysis of variance 
BDNF: Brain-derived neurotrophic factor 
BLA: Basolateral amygdala 
CaMKII: Ca2+/ calmodulin-dependent protein kinase II 
CaMKIV: Ca2+/ calmodulin-dependent protein kinase IV 
cAMP: Cyclic adenosine monophosphate 
CeA: Central amygdala 
CORT: Corticosterone 
CREB: cAMP response element binding protein 
DAB: 3, 3- diaminobenzidine 
EPAC2: Exchange protein directly activated by cAMP 2 
ERK: Extracellular Signal-regulated Kinase 
fEPSPs: field excitatory post- synaptic potentials 
FOXO1: Forkhead box protein O1 
GABA: Gamma- aminobutyric acid 
GluA1: AMPA- selective glutamate receptor 1 
HFS: High- frequency stimulation 
HP: Hippocampus 
HPA: Hypothalamic- pituitary- adrenal 
Kir: Inward- rectifier potassium channels 
LA: Lateral amygdala 
LTP: Long term potentiation 
mRNA: Messenger RNA 
NMDAR: N- methyl- D- aspartate receptor 
PBS: Phosphate-buffered saline 
PCR: Polymerase chain reaction 
PTP: Post- tetanic potential 
PTSD: Post traumatic stress disorder 
PVDF: PolyVinylidene DiFluoride 
Ser: Serine 
s.c.: Subcutaneous administration 
SUR: Sulfonylurea receptor 
TBS: Tris- buffered saline 
Thr: Threonine 
Tyr: Tyrosine 























































ている (Keller-Wood and Dallman, 1984)。また、CORTはグルココルチコイド受容体に結
合することで知られており、CORTの反復もしくは慢性的な投与は慢性的ストレス同様
に海馬および扁桃体における構造的・機能的変化を誘導することが報告されている 





(Erickson et al., 2003; Korte, 2001; Ardayfio and Kim, 2006; Murray et al., 2008; Gourley et al., 
2008; Darcet et al., 2014) 。 








2-2-1. 慢性的な CORT投与による不安様行動の亢進 




た （Control 群: 36.3 ± 8.7 s, n = 8; CORT 単回投与群: 32.9 ± 5.7 s, n = 8; CORT慢性投与
群: 9.5 ± 2.8 s, n = 8, F (2, 21) = 5.59, p < 0.05; Fig. 2A, B）。同様に、オープンフィールド試
験においても慢性的な CORT 投与はオープンフィールドに出てくる時間を有意に減少
させた (Control群: 41.1 ± 8.7 s, n = 8; CORT 単回投与群: 50.4 ± 10.5 s, n = 8; CORT慢性
投与群: 19.5 ± 2.8 s, n = 8, F (2, 21) = 3.86, p < 0.05; Fig. 2C, D)。次いで、明暗箱試験におい
て暗箱から明箱に出てくるまでの時間を測定したところ、慢性的な CORT投与マウスは
他の 2群に比べて暗箱での滞在時間の有意な増加が確認された (Control群: 32.9 ± 4.4 s, 
n = 8; CORT 単回投与群: 29.0 ± 5.2 s, n = 8; CORT慢性投与群: 58.8 ± 7.1 s, n = 8, F (2, 21) = 
8.12, p < 0.01; Fig. 2E)。さらに、ガラス玉覆い隠し試験を行ったところ、慢性的な CORT
投与マウスは他の 2 群に比べて覆い隠したガラス玉の数の有意な増加が確認された
(Control群: 11.6 ± 2.3 s, n = 8; CORT 単回投与群: 11.1 ± 0.7 s, n = 8; CORT慢性投与群: 










Fig. 1. Diagrams of the experimental schedule.  
Chronic CORT (s.c.) administrated at 1-14 days in mice. By contrast, single CORT (s.c.) 
administrated at only 14 days in mice. We performed behavioral tests at 14-15 days, and 







Fig. 2. Chronic CORT treated mice exhibit an increase in anxiety-like behaviors.  
(A) Representative activity traces in the elevated plus maze task. (B) Total times spent in the 
open arms by control, single-CORT, and chronic-CORT treated mice (n = 8 in each group). (C) 
Representative activity traces in the open-field task. (D) Total times spent in the open 
compartment by control, single-CORT, and chronic-CORT mice (n = 8 in each group). (E) 
Latency times to enter the open compartment in the light-dark task of control, single-CORT, and 
chronic-CORT mice (n = 8 in each group). (F) The numbers of marbles buried in the 
marble-burying task by control, single-CORT, and chronic-CORT mice (n = 8 in each group). 
Error bars indicate S.E.M. *, p < 0.05, **, p < 0.01 vs. control mice.   












増加を確認した (Control群: 116.2 ± 8.0 s, n = 8; CORT 単回投与群: 125.2 ± 8.4 s, n = 8; 
CORT 慢性投与群: 186.8 ± 9.8 s, n = 8, F(2, 21) = 19.28, p < 0.001; Fig. 3A)。一方、文脈的恐






マウスは対照マウスに比べて、音刺激 1、2 時間後に基底外側扁桃体での c-Fos 陽性細
胞数が顕著に増加していた (1 hr: Control: 23.9 ± 2.6 /mm2, n = 8; CORT: 51.6 ± 8.9 / 
mm2, n = 8, 2 hr: control: 12.4 ± 2.1 / mm2, n = 8; CORT: 26.4 ± 4.3 / mm2; Fig.3B, C)。一方、
正中核扁桃体における音刺激曝露に伴う c-Fos陽性細胞数は慢性的な CORT投与による
影響を受けなかった (Fig. 3B, D)。さらに二元配置分散分析の結果、基底外側扁桃体で
の c-Fos陽性細胞数に関して、慢性的な CORT投与と音刺激による経時変化の有意な交
互作用が確認された (F(3, 56) = 5.40, p < 0.01)。交互作用が有意であったことから，単純主
効果の検定を行ったところ、有意な慢性的な CORT投与の主効果 (F(1, 56) = 18.14, p < 
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0.001) ならびに音刺激による経時変化の主効果 (F(3, 56) = 39.63, p < 0.001) が検出され
た。なお、正中核扁桃体では慢性的な CORT投与の主効果、音刺激による経時変化の主










Fig. 3. Chronic CORT treated mice exhibit enhanced tone-induced fear memory and c-Fos 
expression in the basolateral amygdala (BLA).  
(A) Freezing times in contextual and tone-induced memory tests following Pavlovian fear 
conditioning. Chronic CORT treated mice showed significantly increased freezing times in the 
tone-induced, but not contextual, memory test compared to those of control mice (n = 8 in each 
group). (B) Representative images of c-Fos immunostaining of the BLA and central amygdala 
(CeA). (C, D) Expression levels of c-Fos in the BLA (C) and CeA (D) at 1-6 hr after tone 








側扁桃体における LTPは皮質-扁桃体投射神経に高頻度刺激 (100Hz × 2) を加えること
で誘導した。慢性的な CORT投与マウス、対照マウス共に高頻度刺激が誘導した興奮性
シナプス後電位の持続的な向上が見られた。加えて、慢性的な CORT投与マウスは対照
マウスに比べてより強い LTP を誘導することが確認された (60 min: [Control] 129.0 ± 
8.0 % of control mice, n = 8: [CORT] 161.3 ± 6.3 %, n = 8, t (14) = 3.17, p < 0.01; Fig. 4A-C)。
また、基底外側扁桃体における 0.1-1.0 mA の刺激範囲での入出力特性を検討した所、
慢性的なCORT投与マウス及び対照マウス間に有意な変化は見られなかった (Fig. 4D)。 









Fig. 4. Chronic CORT treated mice exhibit enhanced long-term potentiation (LTP) in the 
basolateral amygdala (BLA).  
(A) Representative field excitatory post-synaptic potentials (fEPSPs) recorded in the BLA of 
control and CORT mice. (B) Changes in the fEPSP slope following high-frequency stimulation 
(HFS) of the BLA were enhanced in CORT mice relative to control mice. (C) Quantitative 
analyses of the fEPSP slopes shown in (B) at 1 min (post-tetanic potential [PTP]) and 60 min 
(LTP; n = 8 in each group). (D) An input-output profile following high-intensity stimulation. 
Responses to stimulus intensities of 0.1-1.0 mA were not statistically different between control 










性シグナル伝達関連プロテインキナーゼより Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II 
(CaMKII) α (Thr-286) 自己リン酸化及び Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase IV 
(CaMKIV) (Thr-196) 、extracellular signal-regulated kinase (ERK) (Thr-202 / Tyr-204) のリ
ン酸化反応の音刺激曝露に伴う経時的変化を確認した。音刺激前、慢性的な CORT投与
マウスの基底外側扁桃体では対照マウスに比べて有意に高い CaMKIIα (Thr-286) 自己
リン酸化反応が確認された (113.8 ± 5.7%, n = 12; p < 0.05 vs. Control group; Fig. 5A, B)。
また、音刺激 1時間後には、CORT投与マウスと対照マウスとの間の CaMKIIα (Thr-286) 
自己リン酸化反応の差はさらに広がった (1h; [control] 121.0 ± 5.3%, [CORT] 161.0 ± 
8.5%, n = 12 in each group; p < 0.01 vs. Control group; Fig. 5A, B)。さらに二元配置分散分析
の結果、基底外側扁桃体での CaMKIIα (Thr-286) 自己リン酸化反応に関して、慢性的な
CORT 投与の主効果と音刺激による経時変化の主効果の間で有意な交互作用が確認さ
れた (F(3, 88) = 2.84, p < 0.05)。交互作用が有意であったことから，単純主効果の検定を行
ったところ、有意な慢性的な CORT投与の主効果 (F (1, 88) = 36.08, p < 0.001)、および有
意な音刺激による経時変化の主効果 (F(3, 88) = 15.64, p < 0.001) が検出された。一方、基
底外側扁桃体における ERK (Thr-202 / Tyr-204) のリン酸化反応は音刺激前後に対照マ
ウスと比較して有意な差が検出されなかった。二元配置分散分析では、有意な音刺激に
よる経時変化の主効果が確認されたが、慢性的な CORT投与の主効果、ならびに交互作
用が検出されなかった ([stimulation] F(3, 88) = 7.07, p < 0.001; [treatment] F (1, 88) = 0.38, 






AMPA-selective glutamate receptor 1 (GluA1) な ら び に
Cyclic-adenosine-monophosphate-response-element-binding protein (CREB)、Synapsinのリン
酸 化 反 応 の 音 刺 激 刺 激 に 伴 う 経 時 的 変 化 を 検 討 し た 。 GluA1 は
α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) 受容体のサブユニットの
一種であり、CaMKIIα自己リン酸化反応により Ser-831をリン酸化し、受容体のイオン
透過性を増大させることで知られている。また、海馬錐体ニューロンにおいては GluA1
の膜移行は活性化 CaMKIIαによって制御されている (Barria et al., 1997; Hayashi et al., 
2000; Lisman et al., 2002)。慢性的な CORT投与マウスの基底外側扁桃体における GluA1 
(Ser-831) のリン酸化反応は対照マウスに比べて、音刺激 1 時間後に有意な差が確認さ
れた (1h; [control] 136.9 ± 6.2 %, [CORT] 183.1 ± 15.3 %, n = 12 in each group; ; p < 0.05 vs. 
Control group; Fig. 5C, D)。さらに二元配置分散分析の結果、基底外側扁桃体での GluA1 
(Ser-831) のリン酸化反応に関して、慢性的なCORT投与の有意な主効果 (F(1, 88) = 18.68, 
p < 0.001) および音刺激による経時変化の有意な主効果 (F(3, 88) = 12.02, p < 0.001) が
検出された。しかしながら、慢性的な CORT投与と音刺激による経時変化の 2つの因子
の交互作用が確認されなかった (F(3,88) = 1.16, n.s.) (Fig. 5C, D)。CREBは CaMKIIαの自
己リン酸化により、 Ser-133 がリン酸化されることで転写活性が亢進することで知ら
れ、その転写活性による遺伝子発現はLTPの維持に重要な役割を果たしている (Barco et 
al., 2005; Xia and Storm, 2005)。GluA1同様、慢性的な CORT投与マウスの基底外側扁桃
体における CREB (Ser-133)のリン酸化反応は対照マウスに比べて、音刺激 1時間後に有
意な差が確認された (1h; [Control] 125.7 ± 7.5 %, [CORT] 157.2 ± 7.1% %, n = 12 in each 
group; p < 0.05 vs. Control group; Fig. 5C, D)。二元配置分散分析では、基底外側扁桃体で
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の CREB (Ser-133) のリン酸化反応に関して、慢性的な CORT投与の有意な主効果 (F(1, 
88) = 23.98, p < 0.001) および音刺激による経時変化の有意な主効果 (F(3, 88) = 6.10, p < 
0.001) が検出された。一方、慢性的な CORT 投与と音刺激による経時変化の 2 因子の
交互作用が確認されなかった (F(3,88) =0.60, n.s.) (Fig. 5C, D)。 
 続いて、基底外側扁桃体における CREB が転写制御している遺伝子である
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) の蛋白質ならびにmRNA発現量の音刺激曝露に
伴う経時的変化を検討した。BDNFは扁桃体での LTPの形成ならびに学習・記憶の成立
に深く関与しており、その発現機序として自身のエクソン Iならびにエクソン IV 内の
プロモーター領域がカルシウムシグナルに応答して活性化されることで誘導されてい
ることが知られている (Kidane et al., 2009; Li et al., 2011; Zheng et al., 2011; Daftary et 
al., 2012; Meis et al., 2012)。慢性的な CORT 投与マウスの基底外側扁桃体における
BDNF の発現は対照マウスに比べて、音刺激 1 時間後に有意な差が確認された(protein; 
[Control] 132.5 ± 5.7 %, [CORT] 176.5 ± 15.6%, n = 12 in each group; p < 0.05 vs. Control 
group: mRNA; [Control] exon I: 137.3 ± 13.1 %, exon IV: 157.8 ± 10.5 %, [CORT] exon I: 
217.3 ± 19.6 %, exon IV: 224.1 ± 12.9 %, n = 6 in each group; exon I: p < 0.05, exon IV: p < 
0.01 vs. Control group; Fig. 5E-G)。二元配置分散分析では、基底外側扁桃体での BDNFの
発現量に関して、慢性的な CORT投与の有意な主効果 ([Protein] F(1, 88) = 15.82, p < 0.001, 
[mRNA] exon I: F(1, 20) = 17.52, p < 0.001, exon IV: F(1, 20) = 16.45, p < 0.001) および音刺激
による経時変化の有意な主効果 ([Protein] F(3, 88) = 11.57, p < 0.001, [mRNA] exon I: F(1, 
20) = 23.41, p < 0.001, exon IV: F(1, 20) = 39.86, p < 0.001) が検出された。さらに、慢性的な
CORT 投与と音刺激による経時変化の有意な交互作用が確認された ([Protein] F(3,88) = 












Fig. 5. Chronic CORT treated mice exhibit increased Ca2+/calmodulin-dependent protein 
kinase (CaMK) II activity and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) expression in 
the basolateral amygdala (BLA) after tone stimulation.  
(A) Representative images of immunoblots probed with antibodies against 
threonine-286-autophosphorylated CaMKIIα, CaMKII, threonine-196-phosphorylated CaMKIV, 
CaMKIV, threonine-202/tyrosine-204-phosphorylated extracellular-signal-regulated kinase 
(ERK), and β-tubulin. (B) Quantitative analyses of the data shown in (A) (n = 12 in each group). 
(C) Representative images of immunoblots probed with antibodies against 
serine-831-phosphorylated GluA1, GluA1, phosphorylated serine-603-phopsohorylated 
synapsin I, synapsin I, serine-133-phosphorylated cyclic-AMP-responsive-element-binding 
protein (CREB), CREB, and β-tubulin. (D) Quantitative analyses of the data shown in (C) (n = 
12 in each group). (E) Representative images of immunoblots probed with antibodies against 
BDNF and β-tubulin. (F) Quantitative analyses of the data shown in (E) (n = 12 in each group). 
(G) Quantitative analyses of BDNF mRNA containing exons I and IV (n = 6 in each group). 
Error bars indicate S.E.M. *, p < 0.05 vs. control mice at 0 hr; #, p < 0.05, ##, p < 0.01 vs. 




2-2-5. 慢性的な CORT投与が海馬 CA1領域における神経可塑性ならびに CaMKIIα自
己リン酸化に与える影響 
 海馬 CA1領域は扁桃体と同様に記憶の固定化ならびに維持に必須な脳領域である。
そこで、慢性的な CORT投与が海馬 CA1領域に与える影響を見るため、海馬 CA1領域
における LTPを測定するとともに音刺激曝露に伴うカルシウムイオン依存性シグナル
伝達に関わるプロテインキナーゼのリン酸化反応の経時的変化を確認した。海馬 CA1
領域での LTP はシャファー側枝に高頻度刺激 (100 Hz×2) を与えることで誘導した。慢性
的な CORT投与マウス、対照マウス共に高頻度刺激が誘導した興奮性シナプス後電位の
持続的な向上が見られた。そして、慢性的な CORT投与マウスと対照マウスの間では
LTPの誘導及び維持に有意な差は確認されなかった ( [60 min] Control: 166.2 ± 12.3 %, 
CORT: 151.1 ± 13.4 %, n = 8, t (14) = 0.85, p > 0.05; Fig. 6A-C)。次いで、0.1-1.0 mA の刺激
範囲での入出力特性を確認した所、こちらも慢性的な CORT投与マウス及び対照マウス
間に有意な変化は見られなかった (Fig. 6D)。 
音刺激による海馬 CA1領域における CaMKIIα (Thr-286) 自己リン酸化反応を免疫ブ
ロット法で検討したところ、音刺激 1時間後には、慢性的な CORT投与マウス群と対照
マウス群両方で自己リン酸化反応の顕著な増加が確認されたが、両群間で有意な差は確
認されなかった ([Control]; 126.4 ± 7.5%, [CORT]; 125.2 ± 6.3%, n = 12, n.s.; Fig. 6E, F)。さ
らに二元配置分散分析の結果、海馬 CA1領域での CaMKIIα (Thr-286) 自己リン酸化反
応に関して、音刺激による経時変化の有意な主効果 (F(3, 88) = 12.86, p < 0.001) が検出さ
れた。一方、慢性的な CORT投与の主効果 (F(1, 88) = 0.39, n.s.) 及び慢性的な CORT投
与と音刺激による経時変化の 2因子の交互作用は確認されなかった (F(3,88) = 0.57, n.s.) 









Fig. 6. Chronic CORT treated mice exhibit normal long-term potentiation (LTP) and 
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase (CaMK) II activity in CA1.  
(A) Representative field excitatory post-synaptic potentials (fEPSPs) recorded from the 
hippocampal CA1 region. (B) Changes in the fEPSP slope recorded in CA1after high-frequency 
stimulation (HFS) are not significantly different between control and CORT mice (n = 8 in each 
group). (C) Quantitative analyses of the fEPSPs slope data shown in (B) at 1 min (post-tetanic 
potential [PTP]) and 60 min (LTP; n = 8 in each group). (D) An input-output profile after 
high-intensity stimulation. Responses to stimulus intensities of 0.1-1.0 mA were not 
significantly different between control and CORT mice (n = 8 in each group). (E) 
Representative images of immunoblots probed with antibodies against 
threonine-286-autophosphorylated CaMKIIα, CaMKII, threonine-196-phosphorylated CaMKIV, 
CaMKIV, phosphorylated extracellular-signal-regulated kinase (ERK), ERK, and β-tubulin. (F) 
Quantitative analyses of the data shown in (E) (n = 12 in each group). Error bars indicate S.E.M. 








することで知られている (Allen and Allen, 1974; Rogan and LeDoux, 1996)。一方、海馬に
おけるストレス反応は HPA軸の負の制御を介して空間・文脈的記憶に影響を及ぼすこ




(Magarinos and McEwen, 1995; Morimoto et al., 1996)。 
 CORTの慢性的な投与 (7 mg/kg , 14 days) は恐怖記憶の固定化を増強し、外側扁桃体
における記憶関連遺伝子の発現量を増大させることが報告されている (Monsey et al., 
2014)。 加えて、Maxwellら(2006) の報告によると、マウスへの CORTの慢性的な投与 
(5 mg/kg, 14 days) は聴覚性誘発電位の感受性を高めるとしており、これは CORTの慢
性的な投与が聴覚皮質と扁桃体の相互接続の増強を促していることを示唆している 
(Amaral and Insausti, 1992; Romanski and LeDoux, 1993)。本研究に用いた CORTの慢性的
な投与 (5 mg/kg, 14 days) マウスは音恐怖条件づけによる記憶形成の異常を誘導する一
方で海馬依存性である文脈的記憶の形成に影響を及ぼさないことが明らかとなった。こ
の結果と同様に、類似投与濃度ならびに投与経路の慢性的 CORT投与ラットにおいても





はラットへの慢性的な高濃度 CORT (plasma CORT: 25-32 μg/dl) 投与は中濃度の CORT  
(plasma CORT: 12-17 μg/dl) 投与に比べて空間記憶と海馬における LTPの障害を悪化さ
せると報告している。この報告と照合すると、本研究での慢性的な CORT投与マウスの
血清内 CORT濃度は海馬機能の変性を誘起するほどではないことが示唆される (Zhang 
et al., 2015)。   
     扁桃体は恐怖条件づけ記憶の習得、貯蔵、そして発現に必須の領域である (Lavond 
et al., 1993; Davis, 1997, Fendt and Fanselow, 1999)。音刺激による恐怖条件づけ記憶は扁桃
体の外側核での神経強度の増強し、この機構は恐怖条件づけ時に LTP様の可塑的変化
が観察されたことを要因としている (McKernan and Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan et 
al., 1997)。よって、恐怖記憶の習得、固定化を評価する上で外側扁桃体での LTP誘導は
その基底となるものであり、その誘導には皮質-扁桃体投射神経への高頻度刺激が必要




 皮質-扁桃体投射神経経路の LTP誘導にはシナプス後肥厚における NMDA受容体と L
型電位依存性 Ca2+チャネルを介した後シナプス性の Ca2+動員が不可欠である (Huang 









性的な CORT投与は基底外側扁桃体における CaMKIIα同様に GluA1ならびに CREBの
過剰な活性化を誘導することが確認された (Derkach et al., 1999)。従って、慢性的な
CORT投与マウスの基底外側扁桃体における CaMKIIα自己リン酸化反応の増強は神経
可塑性に影響を及ぼすことを示唆している。 
 BDNF/tropomyosin-related kinase Bシグナルは基底外側扁桃体における神経強度と可








損が報告されている (Govindarajan et al., 2006; Meis et al., 2017)。BDNFは CREBのリン
酸化により、その発現量が誘導される遺伝子であり、 CREBの転写活性は CaMKIIαに
よって Ser-142がリン酸化されることで亢進される (Sun et al., 1994; Tao et al., 1998)。さ
らに、当研究室では、CaMKIV欠損マウスの海馬における CREBの Ser-133のリン酸化
とそれに伴う BDNF発現には CaMKIIαが役割を果たすことを報告している (Moriguchi 











Fig. 7. The proposed model of the mechanisms underlying aberrant tone fear memory in 
chronic CORT treated mice.  
Repeated CORT administration leads to an increase in Ca2+/calmodulin-dependent protein 
kinase (CaMK) II activity. As a result, phosphorylation of 
cyclic-AMP-responsive-element-binding protein (CREB) at serine 133 and brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) expression are elevated. In addition, the increased CaMKII activity 
leads to phosphorylation of GluA1 on serine 831. Combined, these events result in enhanced 
tone fear memory. AMPAR, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor; 























 ATP感受性カリウム (KATP) チャネルはカリウムイオンチャネルファミリーの一種
であり、内向き整流性カリウムチャネル (Kir6.1 or Kir6.2) のサブユニットとスルホニ
ルウレア (SUR) 受容体 (SUR1, SUR2A, or SUR2B) のサブユニットが四量体ずつ結合
して形成されるヘテロ八量体複合体である (Inagaki et al., 1995, 1997; Yamada et al., 
1997)。KATPチャネルは心臓、肺、平滑筋、脳をはじめとする様々な組織で局在が認め
られている (Noma, 1983; Ashcroft, 1988)。齧歯類の脳においては、KATPチャネルは
Kir6.1/Kir6.2 と SUR受容体から成り、Kir6.1及び Kir6.2がニューロンにおける豊富な
発現が確認されている一方で、Kir6.1はアストロサイトなどのグリア細胞においてもそ
の発現が確認されている (Zini et al., 1993; Karschin et al., 1997; Thomzig et al., 2005; Sun 
and Hu, 2010)。遺伝子欠損マウスを用いた表現型解析においては、Kir6.2遺伝子ホモ欠
損 (Kir6.2-/-) マウスは空間記憶の障害が確認された一方で、Kir6.1遺伝子ヘテロ欠損 
(Kir6.1+/-) マウスは海馬歯状回での神経新生障害ならびにうつ様症状が報告されている 
(Choeiri et al., 2006; Yang et al., 2012; Moriguchi et al., 2018b)。当研究室でも、Kir6.2+/-なら
びに Kir6.2-/-マウスの認知機能障害及び海馬における LTPの減弱を報告している。また、
Kir6.1+/-マウスにおいてはこれら認知機能及び神経可塑性に異常は確認されなかった 






(Newman et al., 2013)。CORTは齧歯類における主要な糖質コルチコイドであり、その血
中濃度と不安様行動の間には相関関係がある (Korte, 2001; Erickson et al., 2003; Ardayfio 
and Kim, 2006; Murray et al., 2008; Darcet et al., 2014)。過去の報告によると、慢性的な
CORT投与は血中CORT濃度の増大を介して不安様行動を増強することが明らかとなっ





びに扁桃体依存的音刺激による記憶形成を評価することを可能としている (Phillips and 
LeDoux, 1992)。過去の報告では、慢性的な CORT投与マウスは音刺激による恐怖記憶
形成の増強が報告されている一方で、文脈的記憶の形成が正常もしくは障害されるとい
う報告がなされている (Bodnoff et al. 1995; Bisaz and Sandi, 2010; Monsey et al., 2014)。 







3-2-1. 慢性的な CORT投与による KATPチャネルの発現量の変化 
最初に、第二章で用いた慢性的な CORT マウスの海馬及び基底外側扁桃体における
Kir6.1 ならびに Kir6.2 の蛋白質・mRNA 発現量を評価した。慢性的な CORT 投与マウ
スの基底外側扁桃体において、Kir6.1の蛋白質・mRNA発現量は対照マウスに比べて顕
著に低下した。一方で、Kir6.2の発現量に差は確認されなかった (protein: Kir6.1, 70.4 ± 
4.8 %, n = 6 each, t (10) = 4.71, p < 0.01 ; Kir6.2, 112.4 ± 8.1 %, t (10) = 1.37, p > 0.05, 
n = 6 each; mRNA: Kir6.1, 43.5 ± 5.5 %, t (10) = 6.41, p < 0.01, n = 6 each; Kir6.2, 
120.3 ± 21.5 %, t (10) = 0.88, p > 0.05, n = 6 each; Fig. 8A-C)。興味深いことに、海馬
においては慢性的な CORT 投与マウスと対照マウスの間の KATP チャネルの蛋白質・
mRNA の発現量に差は確認されなかった。また、Philip-Couderc ら (2008) は転写因子




て顕著に低下することが確認された (72.0 ± 5.9 %, n = 6 each, t (10) = 4.08, p < 0.01, 
n = 6 each; Fig. 8A, B)。 









Fig. 8 Kir6.1 protein and mRNA levels decreased in the lateral amygdala of 
chronic-corticosterone-treated (CORT) mice. 
 (A, B) Representative images and quantitative analyses of immunoblots for Kir6.1, Kir6.2, 
FOXO1A, and β-tubulin in the hippocampus (HP) and lateral amygdala (LA) of control and 
CORT mice. (n = 6 in each group). (C) Quantitative PCR analyses of Kir6.1 and Kir6.2 mRNA 
levels in the LAs of WT and CORT mice (n = 6 in each group). Error bars indicate S.E.M. ** p 
< 0.01 vs. WT mice. FOXO1A, forkhead box protein O1A; Kir6.1/6.2, inward-rectifier 
potassium channel 6.1/6.2. Statistical data (A, B) [LA] Kir6.1: t (10) = 4.71, p < 0.01; Kir6.2: t 
(10) = 1.37, p > 0.05; FOXO1A; t (10) = 4.08, p < 0.01 [HP] Kir6.1: t (10) = 1.72, p > 0.05; 
Kir6.2: t (10) = 0.17, p > 0.05; FOXO1A; t (10) = 0.98, p > 0.05. (C) [LA] Kir6.1: t (10) = 6.41, 
p < 0.01; Kir6.2: t (10) = 0.88, p > 0.05 [HP] Kir6.1: t (10) = 0.22, p > 0.05; Kir6.2: t (10) = 









側扁桃体における Kir6.1 及び Kir6.2 蛋白質発現量が野生型マウスに比べて中程度の低
下が認められるか確認したところ、顕著な低下が認められた (n = 6 each; Fig. 9A, B)。高
架式十字型迷路試験において、Kir6.1+/-マウスは Kir6.2+/-、野生型マウスと比較してオー
プンアームに出てくる時間および回数の有意な短縮が確認された (time: WT, 28.3 ± 3.3 
s; Kir6.1+/-, 12.3 ± 4.0 s; Kir6.2+/-, 26.3 ± 3.9 s, n = 6 each, F (2,17) = 5.41, p < 0.05; entries: WT, 
6.7 ± 1.0; Kir6.1+/-, 2.8 ± 0.6; Kir6.2+/-, 8.3 ± 1.2, n = 6 each, F (2,17) = 8.57, p < 0.01; Fig. 9C-E)。
次いで、明暗箱試験により暗箱から明箱に出てくるまでの時間を測定したところ、
Kir6.1+/-マウスは他の 2 群に比べて暗箱での滞在時間の有意な増加が確認された (WT: 
29.8 ± 5.9 s; Kir6.1+/-: 62.1 ± 5.8 s; Kir6.2+/-: 29.9 ± 7.8 s, n = 6 each, F (2, 17) = 8.01, p < 0.01; 
Fig. 9F)。同様に、オープンフィールド試験においても Kir6.1の発現量低下は中央の区
画に出てくる時間ならびに回数を有意に減少させた (time: WT, 31.5 ± 4.7 s; Kir6.1+/-, 
12.1 ± 1.1 s; Kir6.2+/-, 40.7 ± 4.6 s, n = 6 each, F (2,17) = 14.63, p < 0.01; number: WT, 26.8 ± 1.6; 
Kir6.1+/-, 10.2 ± 1.2; Kir6.2+/-, 31.0 ± 2.7; n = 6 each, F (2,17) = 31.28, p < 0.01; Fig. 9G-I)。さら
に、ガラス玉覆い隠し試験を行ったところ、Kir6.1+/-マウスの他の 2 群に比べたガラス
玉の覆い隠した数は有意に増加した (WT: 11.5 ± 0.4; Kir6.1+/-: 17.0 ± 1.5; Kir6.2+/-: 8.7 ± 
0.7; n = 6 each, F (2,17) = 17.79, p < 0.01; Fig. 9J)。 








Fig. 9 Kir6.1+/− mice exhibit abnormal anxiety-like behaviors.  
(A, B) Representative images and quantitative analyses of immunoblots for Kir6.1, Kir6.2, and 
β-tubulin in the lateral amygdala of wild-type (WT), Kir6.1+/−, and Kir6.2+/− mice (n = 6 in each 
group). (C-E) Representative activity traces (C) and the total time spent in (D), and the number 
of entries into (E), the open arms in the elevated plus maze task (n = 6 in each group). (F) 
Latency to enter the light box in the light-dark task (n = 6 in each group). (G-I) Representative 
activity traces (G) and the total time spent in (H), and the number of entries into (I), the center 
region in the open-field task (n = 6 in each group). (J) Total number of marbles buried in the 
marble-burying task (n = 6 in each group). Error bars indicate S.E.M. *, p < 0.05; ** p < 0.01 vs. 
WT mice. Kir6.1/6.2, inward-rectifier potassium channel 6.1/6.2. Statistical data (A, B) [Kir6.1] 
F(2,17) = 5.13, p < 0.05; [Kir6.2] F(2,17) = 21.44, p < 0.01. (C-E) [Times] F(2,17) = 5.41, p < 0.05; 
[Entries] F(2,17) = 8.57, p < 0.01. (F) F(2,17) = 8.01, p < 0.01. (G-I) [Times] F(2,17) = 14.63, p < 










のすくみ時間の顕著な増加を確認した (freezing time: WT, 111.1 ± 15.0 s; Kir6.1+/-, 172.8 ± 
12.9 s; Kir6.2+/-, 82.9 ± 4.8 s; n = 6 each, F (2,17) = 15.29, p < 0.01 ; Fig. 10A)。一方で、文脈的




るため、免疫組織染色法を用い、c-Fos 陽性細胞数の変化を音刺激後経時的 (0, 1, 2, 6
時間) に検討した。解析にあたり、扁桃体からは基底外側扁桃体と正中核扁桃体領域を
選択して発現量を計測した。基底外側扁桃体において、Kir6.1+/-マウスは野生型マウス
に比べて、音刺激 1、2時間後に c-Fos陽性細胞数の顕著な増大が確認された (Kir6.1+/-: 
1 h, 65.0 ± 8.7; 2 h, 41.4 ± 5.8; n = 8 each, 1hr: t (14) = 4.28, p < 0.01; 2hr: t (14) = 2.85, p < 
0.05 inter-group comparison; Fig. 10B-D)。さらに二元配置分散分析の結果、基底外側扁桃
体における c-Fos陽性細胞数に関して、Kir6.1発現量低下による遺伝子変異の有意な主
効果 (F(1, 63) = 35.59, p < 0.01)、音刺激による経時変化の有意な主効果 (F(3, 63) = 47.89, p < 
0.01) 、加えて、遺伝子変異と音刺激による経時変化の 2因子の有意な交互作用が確認
された (F(3, 63) = 11.41, p < 0.01)。なお、正中核扁桃体では遺伝子変異の主効果、音刺激











Fig. 10 Kir6.1+/− mice show enhanced amygdala-dependent cued fear memory. 
 (A) Freezing times in contextual and tone-induced memory tests following Pavlovian fear 
conditioning. Kir6.1+/− mice spent significantly longer freezing in the tone-induced, but not 
contextual, memory test compared to wild-type (WT) mice (n = 6 in each group). (B) 
Representative images of c-Fos immunostaining in the lateral (LA) and central (CeA) amygdala. 
(C, D) Expression levels of c-Fos in the LA (C) and CeA (D) at 1-6 hr after tone stimulation (n 
= 8 in each group). Error bars indicate S.E.M. *, p < 0.05; ** p < 0.01 vs. WT mice. Kir6.1, 












([WT] fEPSPs 60 min: 126.7 ± 7.2 % of baseline, [Kir6.1+/-] fEPSPs 60 min: 152.3 ± 6.8 % of 
baseline, n = 5 in each groups, t (8) = 2.59, p < 0.05; Fig. 11A, B)。一方、シナプス前終末への
カルシウム流入とグルタミン酸の開口放出確率の変化を評価する Paired-pulse facilitationに
おいては、野生型マウスと Kir6.1+/-マウス間に差は認められなかった (n = 5; Fig. 11C)。
同様に、基底外側扁桃体における0.1-1.0 mA の刺激範囲での入出力特性を確認した所、
野生型マウスと Kir6.1+/-マウス間に有意な変化は見られなかった (n = 5; Fig. 11D)。 











び CaMKIV (Thr-196) 、ERK (Thr-202 / Tyr-204) のリン酸化反応の音刺激による経時的
変化を確認した。音刺激 1時間後には、Kir6.1+/-マウスは野生型マウスと比較して基底
外側扁桃体でのCaMKIIα (Thr-286) 自己リン酸化ならびにERK (Thr-202 / Tyr-204) のリ
ン酸化反応の著しい増大が確認された (CaMKII: 162.4 ± 11.0 %, t (10) = 2.86, p < 0.05; 
ERK: 159.7 ± 9.7 %, t (10) = 2.24, p < 0.05; n = 6 each; Fig. 11E, F)。一方で、CaMKIV 
(Thr-196)のリン酸化反応の音刺激による経時的変化に関して Kir6.1+/-マウスと野生型マ
ウス間で差は認められなかった (n = 6 each; Fig. 11E, F)。続いて、音刺激による CaMKIIα 
(Thr-286)、ERK (Thr-202 / Tyr-204) のリン酸化反応の増加に伴い、その下流シグナル因
子である GluA1ならびに CREBのリン酸化反応の経時的変化についても検討した。
CaMKIIα (Thr-286)、ERK (Thr-202 / Tyr-204) のリン酸化反応と同様に、Kir6.1+/-マウス
の基底外側扁桃体における GluA1 (Ser-831)および CREB (Ser-133)のリン酸化反応は野
生型マウスに比べて、音刺激 1時間後に有意な差が確認された (GluA1: 160.2 ± 8.5 %, t 










Fig. 11 Kir6.1+/− mice exhibit enhanced long-term potentiation (LTP) in the lateral 
amygdala (LA).  
(A) Representative field excitatory post-synaptic potentials (fEPSPs) recorded in the LAs of 
wild-type (WT) and Kir6.1+/− mice. Changes in the fEPSP slope following high-frequency 
stimulation (HFS) of the LA were enhanced in Kir6.1+/− mice relative to WT mice. (B) 
Quantitative analyses of the fEPSP slopes shown in (a) at 1 min (post-tetanic potential) and 60 
min (LTP; n = 5 in each group). (C) Paired-pulse facilitation and (D) input/output relationship in 
the LAs of WT and Kir6.1+/− mice (n = 5 in each group). (E, F) Representative images and 
quantitative analyses of immunoblots for autophosphorylated (Thr-286) CaMKIIα, CaMKII, 
phosphorylated (Thr-196) and total CaMKIV, phosphorylated ERK and total ERK, and 
β-tubulin in the LAs of WT and Kir6.1+/− mice after tone stimulation (n = 6 in each group). (G, 
H) Representative images and quantitative analyses of immunoblots for phosphorylated 
(Ser-831) and total GluA1, phosphorylated (Ser-133) and total CREB, and β-tubulin in the LAs 
of WT and Kir6.1+/− mice after tone stimulation (n = 6 in each group). Error bars indicate S.E.M. 
*, p < 0.05; ** p < 0.01 vs. WT mice; #, p < 0.05, ##, p < 0.01 vs. Kir6.1+/− mice; +, p < 0.05 vs. 
WT mice at matching time points after tone stimulation. CaMK, Ca2+/calmodulin-dependent 
protein kinase; CREB, cAMP-response-element-binding protein; ERK, 
extracellular-signal-regulated kinase; GluA1, glutamate receptor subunit A1; Kir6.1, 
inward-rectifier potassium channel 6.1.  
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は認められなかった (n = 5 each; Fig. 12A, B)。また、Paired-pulse facilitationならびに入
出力特性を検討したところ、野生型マウスのそれは Kir6.1+/-マウスと類似していること
が確認された (n = 5 each; Fig. 12C, D)。 
 続いて、Kir6.1+/-マウスと野生型マウスの文脈的刺激前後の海馬 CA1領域における
CaMKIIα (Thr-286) 自己リン酸化及び CaMKIV (Thr-196) 、ERK (Thr-202 / Tyr-204) のリ
ン酸化反応の経時的変化について検討した。文脈的刺激 1時間後に、Kir6.1+/-マウス及
び野生型マウスの海馬 CA1領域における CaMKIIα (Thr-286) 自己リン酸化の顕著な増
大が確認されたが、両群間で差は認められなかった (n = 5 each; Fig. 12E, F)。また、
CaMKIV (Thr-196) 、ERK (Thr-202 / Tyr-204) のリン酸化は文脈的刺激により増大しなか









Fig. 12 Kir6.1+/− mice exhibit normal long-term potentiation (LTP) in the hippocampus. 
Representative field excitatory post-synaptic potentials (fEPSPs) recorded in the CA1 of WT 
and Kir6.1+/− mice. Changes in the fEPSP slope following high-frequency stimulation (HFS) of 
the CA1 were enhanced in Kir6.1+/− mice relative to those in WT mice. (B) Quantitative 
analyses of the fEPSP slopes shown in (A) at 1 min (post-tetanic potential) and 60 min (LTP; n 
= 5 in each group). (C) Paired-pulse facilitation and (D) input/output relationship in the CA1 of 
WT and Kir6.1+/− mice (n = 5 in each group). (E, F) Representative images and quantitative 
analyses of immunoblots for autophosphorylated (Thr-286) and total CaMKII, phosphorylated 
(Thr-196) and total CaMKIV, phosphorylated and total ERK, and β-tubulin in the CA1 of WT 
and Kir6.1+/− mice after tone stimulation (n = 6 in each group). Error bars indicate S.E.M. *, p < 
0.05 vs. WT mice; #, p < 0.05 vs. Kir6.1+/− mice. CaMK, Ca2+/calmodulin-dependent protein 







 音刺激後若しくは文脈的刺激後の基底外側扁桃体又は海馬 CA1領域の BDNFの発現
量の経時的変化を蛋白質、mRNA レベルで検討した。BDNF は CREB による転写制御
を受けている遺伝子であり、加えて、CaMKIIα及びΕRΚの活性は BDNF 遺伝子エクソ
ン I、IV 領域の発現を介した BDNF mRNA 発現亢進に関与していることが報告されて
いる (Kidane et al., 2009; Zheng et al., 2011)。Kir6.1+/-マウスの基底外側扁桃体領域では音
刺激 1 時間後に BDNF の発現量が蛋白質、mRNA レベル両方で野生型マウスと比較し
て顕著に増大していた (protein: 153.8 ± 10.2 %; exon I mRNA: 162.4 ± 8.3 %; exon IV 
mRNA: 158.1 ± 12.1 %; n= 6 each [protein: t (10) = 2.69, p < 0.05; exon I mRNA: t (10) = 2.83, 
p < 0.05; exon IV mRNA: t (10) = 2.34, p < 0.05 inter-group comparison]; Fig.13A-C)。さらに
二元配置分散分析の結果、基底外側扁桃体での BDNF の発現量に関して、遺伝子変異
と音刺激による経時変化の有意な交互作用が確認された (protein: F(3, 47) = 2.73, p < 0.05; 
Fig.13A-C)。交互作用が有意であったことから，単純主効果の検定を行ったところ、有
意な遺伝子変異の主効果 (exon I mRNA: F(1, 47) = 6.61, p < 0.05; exon IV mRNA: F(1, 47) = 
9.87, p < 0.01; Fig.13A-C),および音刺激による経時変化の主効果 (protein: F(3, 47) = 5.91, p 
< 0.01; exon I mRNA: F(3, 47) = 5.90, p < 0.01; exon IV mRNA: F(3, 47) = 6.74, p < 0.01; 
Fig.13A-C)が検出された。なお、海馬 CA1領域では遺伝子変異の主効果、文脈的刺激に








Fig. 13 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) protein and mRNA levels markedly 
increased in the lateral amygdala (LA) after tone stimulation in Kir6.1+/− mice.  
(A, B) Representative images and quantitative analyses of immunoblots for BDNF and 
β-tubulin in the LAs of wild-type (WT) and Kir6.1+/− mice (n = 6 in each group). (C) 
Quantitative analyses of BDNF exon I and IV mRNA levels in the LAs of WT and Kir6.1+/− 
mice (n = 6 in each group). (D, E) Representative images and quantitative analyses of 
immunoblots for BDNF and β-tubulin in the CA1 of WT and Kir6.1+/− mice (n = 6 in each 
group). (F) Quantitative analyses of BDNF exon I and IV mRNA levels in the CA1 of WT and 
Kir6.1+/− mice (n = 6 in each group). Error bars indicate S.E.M. *, p < 0.05 vs. WT mice; #, p < 
0.05 vs. Kir6.1+/− mice; +, p < 0.05 vs. WT mice at matching time points after tone stimulation. 








基底外側扁桃体における LTPが増強すること、 (3) 音刺激後の基底外側扁桃体におけ
る CaMKIIα及び ERKシグナルの活性を亢進することを明らかとした。 
慢性的な CORT投与は記憶獲得の異常と外側扁桃体における神経反応性が障害され




くは mRNAレベルで顕著に減少することを見出した (Fig.8)。この結果は Kir6.1の転写
制御因子である FOXO1が慢性的な CORT投与マウスの脳内において発現が低下すると
いう過去の報告と相関するものである (Philip-Couderc et al., 2008; Carter et al., 2013)。
CORTの慢性投与が FOXO1の発現量低下を誘導した要因としては脳内のインスリンシ
グナルの破綻が考えられる。マウスへの慢性的な CORT投与はインスリン感受性の低下





刺激による活性反応の異常が生じることが報告されている (Castro et al., 2013; Oh et al., 
2013)。加えて、Phosphoinositide 3-kinase-Aktによって形質変換された細胞では FOXO1










るコネキシン 43遺伝子欠損マウスのみであった (Han et al., 2014)。これら遺伝子は各々
のリン酸化反応の増大若しくは低下を介して他の遺伝子の発現量を制御していること
が報告されていることから、不安様行動の亢進と慢性的な CORT投与による発現量低下
は必ずしも関連性を有する訳ではないことが考えられる (Figiel et al., 2007; Sakurai et al., 
2013; Morioka et al., 2015)。 
 本研究において、Kir6.1+/-マウスは野生型マウスと比較して不安様行動ならびに扁桃
体依存性記憶形成の異常が確認された。興味深いことに、Kir6.1+/-マウスの基底外側扁
桃体では音刺激による c-Fos発現量及び LTPの増大も確認された。McKernanと 
Shinnick-Gallagher (1997) は恐怖条件づけ試験に伴う音刺激による恐怖記憶は神経強度
の増強を誘導し、さらに、扁桃体における神経強度の継続的な増強は恐怖記憶そのもの
に帰属することを報告している (Maren and Fanselow, 1996)。加えて、当研究室では扁桃
体における CaMKIIαは音刺激による恐怖条件づけ試験の際の記憶の想起に必須である
と報告している (Moriya et al., 2000)。微細構造的解析によると、扁桃体における
CaMKIIαは錐体細胞の細胞体、遠位樹状突起、樹状突起スパインおよび軸索にその局在




















ロサイトではコネキシン 43へミチャネルと相互干渉している (Ahmad Waza et al., 2012)。
興味深いことに、扁桃体におけるコネキシン 43の活性は恐怖記憶形成に重要であるこ
















 CaMKIIαの結果と同様に、Kir6.1+/-マウスの音刺激後の基底外側扁桃体では ERK 
(Thr-202 / Tyr-204) のリン酸化反応の増大が確認された。ERK 1/2活性は恐怖条件づけ
記憶の記憶想起を担っており、ERK2は恐怖記憶の再固定化に関与している一方で、
ERK1の活性ならびに発現は海馬及び扁桃体依存性学習に必須ではない (Selcher et al., 
2001; Cestari et al. 2006; Huang et al., 2010)。従って、Kir6.1+/-マウスの基底外側扁桃体に
おいて、CaMKIIα同様に ERKも音刺激による恐怖記憶を制御する必須な因子であるこ
とが示唆される。一方、CaMKIIα、ERK遺伝子欠損マウスの報告とは対照的に、CaMKIV
遺伝子欠損マウスは恐怖条件づけによる記憶障害が確認されていない (Takao et al. 
2010)。この遺伝子欠損マウスの表現型は本研究で基底外側扁桃体における Kir6.1の発
現量低下が CaMKIV (Thr-196) リン酸化反応に影響を与えなかったことと相関する。 
 Kir6.1+/-マウスの基底外側扁桃体では CREB (Ser-133)ならびに BDNFの発現量の増大
が確認された。脳内における ERK活性は CREB (Ser-133)のリン酸化反応の増大を介し
た LTPの誘導に重要な役割を果たしている (Xia and Storm, 2012)。また、CaMKIIαは
CREBの Ser133 と Ser142のリン酸化を均等に担っている (Sun et al., 1994; Xing et al., 
1998)。本研究室においても、CaMKIV-/-マウスの海馬 CA1領域にて CaMKIIαが CREB 
(Ser-133)のリン酸化を介した BDNFの発現に必須であることを報告している 
(Moriguchi et al., 2015)。よって、Kir6.1+/-マウスにおいて観測された音刺激恐怖条件づけ
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記憶の異常には CaMKIIαと ERK活性が制御する CREBのリン酸化が関与することが示
唆される。 
 BDNFの発現は CREB (Ser-133) のリン酸化により制御されており、外側扁桃体にお
ける BDNFの発現はシナプス強度や神経の可塑的な変化に不可欠である (Tao et al., 
1998; Li et al., 2011; Daftary et al., 2012; Meis et al., 2012)。また、BDNFの発現量によって
音刺激による恐怖条件づけ記憶を制御することが報告されている (Rattiner et al., 2004; 
Ou and Gean, 2006)。事実、BDNF遺伝子過剰発現マウスにおいて不安様行動が増大する
一方で、BDNF遺伝子欠損マウスでは皮質-扁桃体投射神経経路のLTP誘発が阻害され、
恐怖記憶獲得が障害される (Govindarajan et al., 2006; Meis et al., 2018)。ヒトの遺伝的変
異解析では、特定の BDNF対立遺伝子が不安様行動と音刺激による恐怖条件づけ記憶
形成を障害することが明らかとなっている  (Chen et al., 2006; Soliman et al., 2010)。 
 結論として、Kir6.1+/-マウスの基底外側扁桃体では LTPの増強と CaMKIIαと ERKの
リン酸化反応が亢進し、それに起因した音刺激による恐怖条件づけ記憶が障害されるこ




介することで神経可塑性の増強を促進したことが示唆される (Fig. 14)。 







Fig. 14 Proposed mechanisms of aberrant amygdala-dependent cued fear memory in 
Kir6.1+/− mice.  
Kir6.1 deficiency stimulates both CaMKII and ERK activities in the lateral amygdala (LA), 
which in turn causes enhanced synaptic plasticity and eventually promotes aberrant 
amygdala-dependent cued fear memory. AMPAR, 
α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor; BDNF, brain-derived 
neurotrophic factor; CaMK, Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase; CREB, 
cAMP-response-element-binding protein; ERK, extracellular-signal-regulated kinase; Kir6.1, 
























CaMKIIα (Thr-196) の自己リン酸化反応とその下流因子である GluA1 (Ser-831) 及び
CREB (Ser-133) のリン酸化反応の増大が顕著であった。また、これらリン酸化反応は
恐怖条件づけ試験における音刺激によって、1時間後にピークを迎え、その後徐々に下
がっていく傾向にある。基底外側扁桃体における GluA1 (Ser-831) のリン酸化及び
BDNFの発現量増大は神経可塑性の増強を誘導し、それに伴う扁桃体依存性恐怖記憶の
















CaMKIIα (Thr-196)、ERK (Thr-202 / Tyr-204) のリン酸化反応の増大を誘導した。
CaMKIIαと ERK のリン酸化反応は CREBの Ser-133のリン酸化制御を担っており、転
写因子である CREBの活性化によって最初期遺伝子である c-Fosの発現量が増大する























































8-9 週齢の C57BL6 J 雄性マウスを使用した。動物は東北大学大学院薬学研究科の動





5-2. 慢性的CORT投与マウスの作製  
第二章の研究の実施に当たって作製した投与群は以下のとおりである。グループ
1:Vehicleを 1日 1回 14日間 (Day 1-14) 投与した群、グループ 2:CORT (5 mg/kg, s.c.; 
Sigma, St Louis, MO, USA)を Day 14に 1回投与した群、グループ 3: CORT (5 mg/kg, 
s.c.)を 1日 1回 14日間 (Day 1-14) 投与した群。CORTは DMSOで溶解し、その後 0.9 %
の生理食塩水で適切な濃度に希釈した。DMSOの最終濃度は生理食塩水中の 0.1%であ
る。なお、vehicleならびに CORTは投与量 0.1mL / 10g体重の割合となるように調整し、
皮下注射で投与している。詳細なスケジュールは Fig.1に記載した。 
 
5-3. Kir6.1+/− 、Kir6.2+/−マウスの作製 
 Kir6.1+/− 、 Kir6.2+/−マウスは KATPチャネル孔構成蛋白質 Kir6.1、Kir6.2サブユニッ
トをコードする Kcnj8と Kcnj11遺伝子を選択的に欠損させることで作製した (Miki et 









置は十字に交差する長さ 30 cm、幅 6 cmの 4つのアームとそれらが交差する部分のプ







動の評価法。 マウスはアクリル製の透明な箱 (60 × 60 × 60 cm)で 10分間自由に探索




不安様行動の評価法。装置は明箱と暗箱 (42 × 24 × 27 cm) が 10 cm四方の戸口で連結










不安様行動の評価法。半透明のプラスチックケージに 5 – 10 cmの高さになるまで木材






















脳スライス (400 μm) はビブラトーム (Microslicer DTK-1000, D.S.K, Japan)を用いて作
製した。各脳スライスは、酸素を豊富に含む (95 % O2, 5% CO2) 人工脳髄液 (aCSF) に
23 °Cで 2 時間馴化させ、その後、34 °Cの aCSFを 2 mL/ min の速度で還流させた測
定用チャンバーに移動させた。皮質-扁桃体 LTPもしくは海馬 LTPを測定する際に、刺
激電極は外包もしくはシェファー側枝に、 3M NaCl で満たされたガラス電極は基底外
側扁桃体もしくは海馬 CA1 領域に設置された。刺激電極からのテスト刺激 (0.05 Hz)
で誘発した fEPSPのベースラインが安定した後、10秒間隔のテタヌス刺激 (100 Hz×2) 
でテタヌス刺激後増強を誘導し、その後、fEPSPを 60分間継続的に測定した。記録に
は細胞外記録用ACアンプ (2400A, DAGAN, MN, USA) を用い、記録した fEPSPの1 分
間ごとの平均値 (1分あたり 3 トレース) を A/D converter (PowerLab 200; AD 
Instruments, Castle Hill, Australia) により求めた。 
 
5-6. 免疫ブロット法 
 免疫ブロット法は Moriguchiらの手法に基づきおこなった (Moriguchi et al. 2006)。
基底外側扁桃体と海馬 CA1領域の脳サンプルは恐怖条件づけ試験における音刺激提示
から適切な時間の後に抽出され、使用するまで-80℃で保存された。基底外側扁桃体と
海馬 CA1領域の脳サンプルは細胞溶解液 (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.5% Triton X-100, 4 
mM EGTA, 10 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 40 mM sodium pyrophosphate, 50 mM NaF, 100 
nM calyculin A, 50 μg/mL leupeptin, 25 μg/mL pepstatin A, 50 μg/mL trypsin inhibitor, 1 mM 
dithiothreitol)でホモジナイズされ、10分間の遠心分離 (17,400 g) の後に上清を回収した。
Bradford法でタンパク質濃度を定量した後、 6x Laemmli’s SDS sampleを加え、100 ℃ で 
3分間加熱した。タンパク質濃度が等しいサンプルを免疫ブロットに供した。 
SDS -PAGEは、5% の濃縮ゲルと 10-15%の分離ゲルを用い、80 mA の定電流で泳動
した。泳動後、タンパク質をゲルから PVDFメンブレン (Merck Millipore, Billerica, MA, 
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USA ) へ 70 Vの定電圧で転写した。転写したメンブレンを 5% スキムミルク／ TTBS
にてブロッキングしたのち、一次抗体 [anti-phospho-CaMKII (1:5,000; Fukunaga et al., 
2002), anti-CaMKII (1:5,000; Fukunaga et al., 1995), anti-phospho-CaMKIV (Thr-196) 
(1:2,000; Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-CaMKIV (1:2,000; Abcam), 
anti-phospho-GluA1 (Ser-831) (1:1,000; Millipore), anti-GluA1 (1:1,000; Millipore), 
anti-phospho-MAP kinase (diphosphorylated ERK 1/2) (1:2,000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), serine-603-phosphorylated synapsin I (1:2,000; Millipore, Billerica, MA, USA), 
synapsin I (1:2,000; Fukunaga et al., 1995), anti-MAP kinase (1:2,000; Sigma-Aldrich), 
anti-phospho-CREB (Ser-133) (1:1,000; Millipore), anti-BDNF (1:2,000; Santa Cruz, CA, 
USA), anti-Kir6.1 (1:1,000; Moriguchi et al., 2018b), anti-Kir6.2 (1:1,000; Moriguchi et al., 
2018b), anti-FOXO1A (1:1,000; Abcam) and anti-β-tubulin (1:5,000; Sigma-Aldrich)]をそれぞ
れ希釈した TTBSに浸し、4℃で一晩反応させた。翌日、メンブレンを Horse radish 
peroxidase結合型抗ウサギ、マウス、ギニアピッグ抗体 (1:5,000; GE healthcare, 
Buckinghamshire, UK)を希釈した TTBSに浸し、室温で 2時間反応させた。TTBSによ
る洗浄後、 ECL detection system (GE Healthcare) により発光し、Image Quant LAS 4000 
mini (GE Healthcare) を用いて検出した。定量解析は Image Jで行った。  
 
5-7. RNA抽出およびリアルタイム PCR (polymerase chain reaction) 法 
 組織からの RNA抽出およびリアルタイム PCRはMoriguchiらの手法に基づきお
こなった (Moriguchi et al. 2018a)。保存しておいた基底外側扁桃体ならびに海馬 CA1
領域は TRI Reagent (Thermo Fisher Scientific)を加え、ホモジナイズした。氷上で 5分間
静置したのち、クロロホルムを加え、10秒間の vortexをおこない、20分間遠心(20,000 g)
し上清を回収した。回収した上清に対して、イソプロパノールを用いた RNA精製を行
い、RNA濃度を定量した後、逆転写反応を実施した。逆転写反応は、Oligo (dT)15 primer 
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(Promega, Fitchburg, WI, USA) およびM MLV-RT (Thermo Fisher Scientific) を用いて、
37℃、50分、次に 70℃、15分の反応をサーマルサイクラー (Thermo Fisher 
Scientific)で行った。 
リアルタイム PCR法に用いたプライマーは以下のセットである。mouse BDNF exon I, 
5′- CCTGCATCTGTTGGGGAGAC-3′と 5′- GCCTTGTCCGTGGACGTTTA-3′; mouse 
BDNF exon IV, 5′-CAGAGCAGCTGCCTTGATGTT-3′ と 5′- 
GCCTTGTCCGTGGACGTTTA-3′; mouse glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH ), 5′-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3′ と 5′- 
CACCACCTTCTTGATGTCATCATAC-3′; mouse Kir6.1, 5′- 
GTCACACGCTGGTCATCTTCAC-3′ と 5′-GGCATTCCTCAGTCATTCTCC-3′; mouse 
Kir6.2, 5′-AAGAAAGGCAAATGCAACGT-3′ と 5′-CCCCATAGAATCTCGTCAGC-3′。上
記のプライマーと iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を
用いて、サーマルサイクラー (Bio-Rad Laboratories)で行った。解析は ΔCt法を用いた。 
 
5-8. 免疫組織化学染色法 
 免疫組織化学染色法による c-Fos陽性細胞の染色は Shiodaらの手法に基づきおこな
った (Shioda et al. 2014)。恐怖条件づけ試験における音刺激提示から適切な時間の後に、
マウスをペントバルビタール麻酔下でリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 及び 4%パラホル
ムアルデヒド/ 0.1M phosphate buffer溶液で潅流固定した。固定したマウスは 4℃で一晩
保存した後、脳を摘出し、ビブラトーム (Microslicer DTK-1000, D.S.K, Japan) を用い、
50 μmの厚さの切片を作製した。本研究では、ブレグマから-1.43 mm--2.03 mmの範囲で
外側扁桃体及び正中核扁桃体領域を含む冠状切片を用いて染色を行った。切片を PBS
により洗浄後、3 % H2O2 / PBS 溶液と 30 分間反応させた。 続いて、0.01 % Triton X-100/ 
PBS溶液で 30 分間反応させ、 3 % ウシ血清アルブミン/ PBS溶液で 1 時間ブロッキ
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ング反応を行った。その後、一次抗体 goat monoclonal anti-c-Fos (1:50; Santa Cruz) を
含むブロッキング液と数日間反応させた。 PBS 洗浄後、二次抗体 
horseradish-peroxidase-conjugated rabbit anti-goat IgG (H+L) (1:500; Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA) を含むブロッキング液と一晩反応させた。PBS 洗浄後、ABC kit (Vector 
Laboratories, Inc. Burlingame, CA, U.S.A.) と 3’3’-diaminobenzidine-tetrahydrochloride 
(DAB; Sigma) によるペルオキシダーゼ反応で c-Fos陽性細胞を可視化した。切片を洗浄
した後、エタノール脱水及びキシレン透徹、そして Entellan (MERCK, Dannstadt, 
Germany) による封入を行った。共焦点レーザー顕微鏡 (LSM700; Zeiss, Thornwood, NY) 
を用い、外側扁桃体及び正中核扁桃体領域の c-Fos陽性細胞数を計測した。外側扁桃体
及び正中核扁桃体領域における c-Fos陽性細胞数は脳切片の両側から計測し、適切な面




 全ての値は、平均値 ± 標準誤差で算出した。二群間比較には、Student's t-testを用い
て統計的な有意差の検討を行った。一要因の多群間比較には、one-way analysis of variance 
(ANOVA) を用いた後、Bonferroni 補正を施して検定処理した。二要因の多群間比較に
は、Repeated measures two-way ANOVA を用いた後、Bonferroni 補正を施して検定処理
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